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Neues Protein (PP13), Verfahren zu seiner Anrelcherung und Gewlnnung sowie seine Verwendung. 
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(§5 Es wird das Protein PP 13 beschrieben, das gekennzeich- 
net ist durch 

a) eine elektrophoretische Beweglichkeit im Bereich von Al- 
bumin, 

b) einen isoelektrischen Punkt von 4,75±0,15, 

c) einen Sedimentationskoeffizienten S§o.w von 3,1 ±0,15 S, 

d) ein in der Ultrazentrifuge bestimmtes Molekulargewicht 
von30000±5000. 

e) ein im Natriumdodecylsulfat (SDS)-haltigen Polyacrylamid- 
gei bestimmtes Molekulargewicht von 29000± 3000, 

f) einen Extinktionskoeffizienten EV£ m (280 nm) von 9.8 ±0,3 
und 

g) einen Kohlenhydratanteil von < 1% (0,1 ±0.05% Mannose, 
0,2±0,1% Galactose. 0,1 ±0,05% Xylose, 0,2±0,1% Glucos- 
amin, Neuraminsaiire nicht nachgewiesen). 

Weiterhin werden ein Verfahren zur Gewinnung Oder An- 
reicherung dieses Proteins sowie seine Verwendung angege- 
ben. 
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Neues Protein (PP.,), Verfahren zu seiner Anreicherung 



und Gewinnung sowie seine Verwendung 



Die Erfindung betrifft ein neues Protein (PP 13 ), ein Ver- 
fahren zu seiner Anreicherung und Gewinnung aus einem Ex- 
trakt menschlicher Plazenten sowie seine Verwendung. 

5 

Im Extrakt aus menschlichen Plazenten wurde bereits eine 
Reihe loslicher Proteine, die aus diesem Gewebe stammen, 
nachgewiesen (Bohn, H. , Placental and Pregnancy Proteins, 
in Carcino-Enibryonic Proteins,Vol. I, Ed., F. G. Lehroann, 
10 Elsevier/North-Kolland Biomedical Press, 1979). 

Die vorliegende Erfindung beschreibt die Isolierung und 
Charakterisierung eines neuen loslichen Proteins, genannt 
PP 13 . 

15 

Gegenstand der Erfindung ist das Protein P p 13 / gekenn- 
zeichnet durch 

a) eine elektrophoretische Bev;eglichkeit im Bereich von 
20 Albumin, 
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b) efnen ? soel ektr i schen Punkt von 4,75 + 0,15, 

c) elnen Sed imentat ionskoef f fz ienten S? n von 3,1 + 
0,15, 

d) ein in der Ul trazentr 1 f uge bestimmtes Molekular- 
gewicht von 30 000 + 5 000, 

e) eln im Natr lumdodecyl sul f at (SDS)-hal t i gen Polyacryl- 
amidgel bestimmtes Mol ekul argewicht von 29 000 + 3 000, 

O einen Ext inkt ionskoeff iz lenten e] c * (280 nm) von 
9,8 + 0,3, 

g) einen Kohl enhydratante 1 1 von < 1 % (g/100g) 

CMannose 0,1+ 0,05 I, Galactose 0,2 + 0,1%, Xylose 0,1+0,051, 
Glucosamin 0,2+ 0,U, Neuraminsaure nlcht nachgewlesen). 

Die Aminosaurenzusammensetzung von PP 13 ist in der fol- 
genden Tabelle angegeben: 



Aminosaurenzusammensetzung von PP 





(Reste pro 100 
Reste) Mol % 


Var iat ions- 
koef f iz i ent 


Lysin 




,97 


11, 


45 


Histidin 


2; 


,28 


31, 


46 


Arg In in 




,38 


2, 


87 


Asparag insaure 


12, 


,60 




65 


Threon in 


3, 


,94 


6, 


05 


Ser in 


7, 


85 


5, 


96 


Glutaminsaure 


10, 


16 ' 


2, 


54 


Prol.in 


5, 


53 


5, 


53 


Glycin 


6, 


13 




72 


Alan in 


3, 


39 


2, 


49 
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Cystin V2 


3,73 


2,93 


Val In 


9,85 


6,79 


Methionln 


2, 09 


13,3 


Isoleucin 


6,11 


3,79 


Leuc i n 


5,87 


0,50 


Tyros 1 n 


3,88 


4,56 


Phenylalanin 


5,68 


6,85 


Tryptophan 


1,46 


3,09 



Zur Erlauterung der kennze i chnenden Markmale des Gewebs- 
proteins se i folgendes ausgefuhrt: 

Die Untersuchung der el ektrpphoret i schen Bewegl ichke i t 
erfolgte in der Mi kromod i f i kat ion mit dem Gerat Micro- 
zone R 200 von Beckman Instruments auf Zel 1 ul oseazetat- 
folien (Firma Sartorius) unter Verwendung von Natrium- 
dlathylbarbiturat-Puf fer, pH 8,6. 

Die Bestimmung des i soe lektr i schen Punktes wurde mit 
einer Saule (440 ml) der Firma LKB, Stockholm, durchge- 
fuhrt. Das sogenannte Amphol in(R)-Gemisch hatte bei der 
Untersuchung des Gl y koprot e i ns einen pH-Bereich von 4,0 
bis 6,0. 

Der Sedimentat lonskoef f izient wurde in einer analytischen 
Ul trazentr i f uge der Firma BeckmanCSp i nco-Appara tur, 
Modell E) bei 60-000 UpM in Doppel sektorzel 1 en mit 
Hilfe der UV-Scanner Technik bei 280 nm bestimmt. Als 
Losungsmi ttel diente eln 0,05 M Phosphatpuf f er (pH 6,8), 
der 0,2 Mol/1 NaCl enthielt. Die Prote inkonzentrat ion 
wurde auf eine optische Dichte (o.D.) von etwa 3 eingestellt, 
Der Sedimentat ionskoeff iz ient wurde auf die Basis von 
Wasser bei 20°C umgercchnet. 
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Zur Ermittlung des Mol ekulargewichtes in der Ul trazentr i- 
fuge wurde die Sed imentat ionsgl e ichgewichtsmethode 
herangezogen. Die Konzentrat J on des Proteins ist dabei 
auf etwa 1.0 O.D. elngestellt worden. Die Bestimmung 
5 wurde bei 9.000 UpM vorgenomnien . Die Reg i str i erung er- 
folgte mit UV-Opt i k bei 280 nm unter Einsatz des photo- 
elektrischen Scanners. 

Zur Bestimmung des Mol ekul argewichtes im SDS-PAA-Gel wurde 
10 ein Gel mit 7,5% (g/100ml) Pol yacry 1 am i d(PAA), das 0,1% 

(g/100ml) Natriumdodecylsulfat CSDS) enthielt, verwendet. 
Als Vergleichssubstanz dienten humanes PI azentalaktogen 
(HPL) und Human-Albumin sowie dessen Aggregate. 

15 Zur Bestimmung des Ext i nkt ionskoef f i z i enten wurde die 
Substanz 0,10%ig (g/100 ml) in Aqua dest. gelSst. 

Die Analyse der Kohl enhydrate wurde wie folgt durchge- 
fuhrt: Nach Hydrolyse der g 1 ykos i d i schen Bindungen wur- 

20 den die f re i gesetzten Neutral zucker als Boratkompl exe 
uber eine An ionenaustauschersaul e getrennt CY. C.Lee et 
al.,Anal .Biochem. 27, 567 C1969)), im Eluat durch Zumi- 
schung von Cu( I )-b i c i nchon i nat reagenz CK.Mopper und 
M.Gindler, Anal .Biochem. 56, t,40 C1973)) angefarbt und 

25 unter Verwendung von Rhamnose als internem Standard 

quant itativ bestimmt. Die Aminozucker wurden durch ihre 
Reaktion mit Ninhydrin nachgewiesen und bestimmt. Der 
Neuraminsauregehalt ist mit der Methode nach Warren 
CMethods in Enzymology, Vol. VI, ^63-^65 (1963)) 

30 ermlttelt worden. 
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Die Amlnosaurenanal yse wurde nach S. Moore, D.H. Spackman, 
W.H. Stein, Anal. Chem. 3£, S.1185 (1958), unter Verwen- 
dung des F1 uss I gke 1 tschromatographen Multichrom B der 
Firma Beckman durchgef uhrt . 1/2 Cyst In wurde nach Oxy- 
datlon der Proteine mit Perame I sensaure (S.Moore et al., 
Anal. Chem. 30, S. 1185 (1958)) und nachfol gender Chro- 
matographie (S.Moore, J . B I ol . Chem . , 238 , S.235 (1963)) 
als Cysteinsaure bestlmmt. Der Tryptophangehal t 1st mit 
der direkten photometr I schen Bestlmmung nach H.Edelhoch, 
Biochemistry 6, S. 1 9^8 (1967), ermlttelt worden. 

PP 13 hat folgende E I genschaf ten, die sich In elnem Ver- 
fahren zu seiner Isol ierung verwenden lassen, Indem die- 
sen Eigenschaf ten entsprechende MaBnahmen getroffen 
werden: 

1) Mit Ammoniumsul fat wird es bei pH 7,0 und 30-60% 
Sattigung aus wassrigen Losungen gefallt. 

2) Mit wasserl osl ichen Acr I d i nbasen, zum Belsplel 
2-Athoxi-6,9-diaminoacridInlactat (Rlvanol^ O wird 
es bei pH-Werten zwlschen 4-9 und einer Konzentra- 
tlon der Base von 0,2 bis 0,8%(g/100 ml) prazipit iert . 

Bei einem pH-Wert von 6,0 und einer R I vanol konzent ra- 
tion von 0,4% (g/100ml) fallt es bereits zum Tell aus. 

3) Bel der el ektrophoret i schen Auftrennung wandert es 
bei pH 8,0 ahnl ich schnell wle Albumin. 

4) Bel der i soel ekt r i schen Fokusslerung erschelnt es im 
pH-Bereich von 4,6 bis 4,9 mit Maximum zwischen 4,7 
und 4,8. 

( D 

5) Bei der Gel f 1 1 trat Ion .ml t Sephadex^ y verhalt es 
sich wie Proteine mit Mol ekul argew ichten von 10 000 
bis 40 000. 
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6) Es laBt sich an schwach basische Ionenaustauscher 
wie beispielsweise DEAE-Cellulose oder DEAE-Sepha- 
dex bei einer Leitf ahigkeit von etwa 0 - 2 raS und 
einem pH-Wert von etwa pH 7 bis 9 binden und wird 
erst unter Verwendung starker konzentrierter Salz- 
losungen (1-5g/100 ml NaCl-Losungen) vom Ionenaus- 
tauscher wieder eluiert. 

Es kann.aus einer wassrigen Losung durch Immundad- 
sorption angereichert und isoliert werden. 




Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zur 
Gewinnung des PP 13/ dadurch gekennzeichnet, daB ein Ex- 
15 trakt aus menschlichen Plazenten, unter Verwendung der 
obenstehenden Eigenschaf ten fraktioniert wird. 

Neben Amraoniumsulf at konnen selbstverstandlich auch an- 
dere in der praparativen Biochemie iiblicherweise einge- 
20 setzte Neutralsalze zur Ausfallung des PP 13 verwendet 
v/erden. Neben einer Acridinbase ist auch ein wasserlos- 
liches Derivat einer Chinolinbase, wie sie fur Protein- 
fraktionierungen bekannt sind, im Rahraen des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens einsetzbar. Einsprechend seinem elek- 
25 trophoretischen Verhalten, seinem isoelektrischen Punkt, 
seinem Molekulargewicht , sind zur Isolierung des Proteins 
auch andere MaBnahmen brauchbar, die geeignet sind, ein 
Protein mit den angegebenen Eigenschaf ten von anderen 
Proteinen abzutrennen. Hierzu k6nnen die verschiedenen 
30 Methoden der praparativen Elektrophorese, der isoelek- 
trischen Fokussierung, der Gelf iltration, Gelchromato- 
graphie oder Ultrafiltration oder auch die Eigenschaft des 
PP 13' an schwach basische Ionenaustauscher gebunden und 
hiervon wieder eluiert werden zu konnen, verwendet werden. 
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Durch eine zweckmaBige Kombination der genannten MaBnahmen, 
die eine Anreicherung des PP 13 oder eine .Abtrennung dieses 
Proteins von anderen Proteinen bewirken, kann das PP 15 1 so- 
1 iert werden. 

Demzufolge ist der Gegenstand der vorl iegenden Erflndung 
in den einzelnen Schritten zur Anreicherung des PP 13 und 
in dem durch Kombination der MaBnahmen zur Anreicherung 
sich ergebenden Verfahren zur Reinigung des PP 15 zu sehen. 

Die im Beispiel angegebenen Schritte zur Anreicherung und 
Isolierung von PP 13 sind keinesfalls alle zwlngend und 
mussen auch nicht in der dort beschr i ebenen Reihenfolge 
durchgefuhrt werden.. 

Zur Immunadsorpt ion konnte man direkt den Extrakt aus 
menschl ichen Plazenten einsetzen. Da die Konzent rat ion 
von PP 13 im Plazentenextrakt aber relativ gering ist, ist 
es zweckmaBig, durch eine Vorf rakt ion i erung des Extraktes 
das Protein PP 13 erst spezifisch anzureichern mit Hilfe 
von Methoden, die sich zur Frakt i on i erung von Proteinen 
in groBerem MaBstab eignen; zum Beispiel durch fraktionler- 
te Fallung mit Neut ra 1 sal zen oder organlschen Kationen, 
durch Gelf Juration oder durch Ionenaustauschchromato- 
graphie. Auch der Schritt der Immunadsorpt ion konnte durch 
Anwendung anderer Trennmethoden, zum Beispiel durch prapa- 
rative El ekt rophorese und i soel ekt r I sche Fokuss i erung, 
ersetzt werden. 

Zur Hochreinlgung von PP 15 im Endstadium der Isolierung 
haben sich Gel f i 1 1 rat ion an Sephadex G-100 und inverse 
Immunadsorpt ion als brauchbar erwiesen. 

Aus einer ausgewachsenen menschl ichen Plazenta (600 g) 
lassen sich mit phys i ol og 1 scher Salzlosung im Durchschnltt 
3,7 mg dieses Proteins extrahleren. Extrakte anderer Orga- 
ne des Menschen (zum Beispiel aus Herz, Lunge, Haut, 
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Magen, NIere, Uterus, Leber, MHz, Nebenniere, Colon unci 
Blase) enthalten dieses Protein nlcht Oder in wesentl ich 
gerlngerer Konzentrat ion. Auch im Serum von anderen Kor- 
perf lussigkeiten des Menschen kommt PP^^ normal erwe i se 
5 nicht oder nur In Spuren (< 1 mg/1) vor. 

Zum Nachweis und zur Bestimmung des PP 13 etwa in elner 
Fraktion aus einer Trennoperat ion konnen neben den ange- 
gebenen Parametern auch immunchemi sche Methoden dienen, 
10 da PP 13 antigene Eigenschaf ten hat. Be i der Immunisierung 
von Tleren mit diesem Protein werden spezifische Antikor- 
per gebildet. 

Ein fur diesen Zweck brauchbares Antiserum kann folgen- 
15 dermaBen gewonnen werden: Durch Immunisieren von Kanin- 
chen mit einer PP 1 3 ~enthal tenden PI azentaprote inf rakt ion 
(zum Beisplel einer Mutterlauge aus der Kr i stal 1 I sat ion 
von humanem PI acental actogen(HPL) nach Bohn H. ,Exper ient ia 
27 (1971) 1223) wird ein polyvalentes Antiserum erhalten, 
20 das unter anderem auch Antikorper gegen PP 13 enthalt. Die- 
ses Antiserum kann durch Absorption mit normalem menschl I- 
. chen Serum und solchen PI azentaf rakt ionen, die PP 13 nicht 
enthalten, bez i ehungswe i se mit gereinigten Plazentapro- 
teinen (zum Beisplel HPL, PP^, PP 12 und PP^) gegen das 
25 Antigen PP 13 weitgehend spezifisch gemacht werden. 

Dieses Antiserum kann einerseits zum Immunol og i schen 
Nachweis des PP 13 , andererseits zur Herstellung eines 
Immunadsorbens dienen, das zur Anrelcherung und Isol ie- 
30 rung von PP 13 eingesetzt werden kann. 

Mit Hilfe des nach der vorliegenden Anmeldung gewonnenen 
gereinigten PP 13 lassen sich durch Immunisieren von Tieren 
nach bekannten Methoden monospez i f i sche Antlseren her- 
35 stellen. 
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AbbMdung 1a zefgt die Immunol og i sche Reaktion von 

PP^ j mit einem spezif ischen Antiserum vom Kaninchen nach 

Auftrennung !m elektrlschen Feld In Agar-hal 1 1 gem Gel. 

5 Abbildung 1b bringt zum Vergleich dazu die Auftrennung 
der Protelne des Serums, sichtbar gemacht durch deren 
Immunreakt Ion mit einem Antiserum vom Kaninchen gegen 
Humanserum (HS). 

10 Zum immunol og 1 schen Nachweis von PP-jj kann auch die Gel- 
d if f us ionstechn i k nach Ouchterlony (vgl . Schultze and 
Herernans, Molecular Biology of Human Proteins, Vol.1, 
pg. 134) Oder wenn notwendig auch empf i nd 1 i chere Metho- 
den wie Radioimmunoassays oder Enzymimmunoassays herange- 

15 zogen werden. 



Der Nachweis und die Bestimmung von PP^ haben diagnosti- 
sche Bedeutung: PP^ i st ein pi azenta- n spez i f i sches 11 
Protein. Solche Proteine sind im allgemeinen mit fort- 

20 schreitender Schwangerschaf t in zunehmendem MaBe im Serum 
erhoht; sie lassen sich daher als Parameter zur Ober- 
wachung der Schwangerschaf t verwenden. PI azentaspez i f i sche 
Proteine sind andererseits aber auch vielfach bei Patien- 
ten mit Tumoren - i nsbesondere bei t rophobl ast i schen 

25 und embryonal en Tumoren- im Serum nachweisbar bezie- 
hungsweise im Gewebe der Tumoren 1 okal i s i ert ; sie kon- 
nen daher bei solchen Erkrankungen als Marker zur Ober- 
wachung des Krankhe i t sver 1 auf s und zur Kontrolle der 
Therapie eingesetzt werden. 

30 

PP-lj kann also verwendet werden, urn Antiseren herzustel 1 en, 
die dazu dienen konnen, PP^ nachzuweisen und zu bestimmen. 

Die Erfindung wird am nachst ehenden Beispiel erlautert: 
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Bel spiel 

A) Extraktion der Plazenten und Frakt Ion I erung des 
Extraktes m!t Rlvanol und Ammon i umsul fat 



1.000 kg t I ef gef rorene menschl iche Plazenten wurden 
Im Schneldmi scher zerkleinert und mit 1.000 Liter 
elner 0,4 fcigen Cg/100m1) Kochsalz losung extrahlert. Der 
Extrakt wurde nach Abtrennung des Geweberuckstandes 
durch Zentr i fugat ion mit 20 % iger (g/1 00ml )Essigsaure 
auf pH 6,0 eingestellt und unter Ruhren mit 200 Liter 
einer 3 fcigen (g/100ml) Losung von 2-Athoxy-6, 9-D tamlno- 
acr idin-Lactat (Rivanol v J , Hoechst AG) versetzt. Der 
Nlederschlag wurde durch Zent r i fugat ion abgetrennt, mi 
500 Liter einer 2,5 % i gen (g/ 10 Qml) NaCl -Losung versetzt 
und 4 Stunden geruhrt. Das abgesch i edene Chlorid des 
2-ftthoxy-6,9-Diamfnoacridtns wurde abzentr i f ug i ert . 
Der Oberstand 1st unter Ruhren langsam mit soviel 
festem Ammon i umsul fat versetzt worden, daB eine End- 
konzentrat ion von 30 % Cg/ 10 0ml) erre icht wurde. Der Nie- 
derschlag wurde abzent r i f ug i ert . Es wurden dabe i 
4,5 kg einer feuchten Paste, die im Nachf ol genden als 
Fraktion A bezeichnet wird, erhalten. 

B) Gelf Iltration an Sephadex G-150 



1.200 g der Fraktion A wurden in Wasser gelost und 
gegen einen 0,01 M Tr i s-HCl -Puf f er (pH 8,0), der 
0,05 % (g/100ml) NaN 3 enthielt (Pufferlosung Q, dialysiert. 
Die zuruckbleibende Losung wurde auf eine mit Sepha- 
dex G-150 gefullte Saule C60 x 65 cm) aufgetragen und 
mit Pufferlosung I elutert. Die Eluate mit den nieder- 
molekularen Proteinen (MG 10 000 - 40 000) wurden ver- 
einigt und als Fraktion B bezeichnet. 
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C) Chromatographic an DEAE-Zel 1 ul ose 



Die Proteine der Fraktion B wurden an DEAE-Ce 1 1 ul ose 
(Saule 10 x 28 cm) adsorbiert. Die Saule 1st dann 
mit Pufferlosung I gespult und mit 5 % (g/ 100ml) Koch- 
salzlosung elulert worden. Das Eluat wurde auf elnem 
Ultrafllter elngeengt und gegen einen 0,1 M Trls-HCl- 
Puffer von pH 8, der 1 Mol/1 NaCl und 0,1 % Natrium- 
acid enthielt (Pufferlosung II), dialyslert 
CFraktion C). 



D) Anreicherung von PP 17 durch Immunadsorpt ion 



1. Herstellung des Immunadsorbens . 

400 ml eines Ant i -PP (| ^-Serums vom Kanlnchen wurden 
gegen 0,02 M Phosphatpuf f er (pH 7,0) dialyslert 
und zur Abtrennung der Immungl obul I ne an DEAE- 
Cellulose chromatography I ert . Die Immunglobul in- 
fraktion (4,69 g Protein) wurde dann mit 469 g 
besonders gerelnigter Agarose in Kugelform 
(Sepharose^ J der Pharmacia, Uppsala, Schweden), 
die mit 58,6 g Bromcyan aktiviert worden war, um- 
gesetzt und so kovalent an einen Trager gebunden. 
Das Verfahren wurde beschrieben von Axen R . , 
Porath d., Ernbach S., Nature 214 , 1302 (1967). 
Mit Hllfe eines auf dlese Weise hergestel 1 ten 
Immunoadsorbens konnte PP^ aus selnen Losungen, 
insbesondere aus PP 13 angere icherten Plazenta- 
extraktf rakt ionen isoliert werden. 

2 . Immunadsorpt ion. 

Das Immunadsorbens wurde In Pufferlosung II suspen- 

diert, in eine Chromatograph I esaul e gefQllt 

(5,5 x 22 cm) und mit Pufferlosung II nachgespult. 
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Dann wurde Fraktion C auf die Saule aufgetragen, 
wobel PP^j Immunadsorpt i v gebunden wurde. Die 
SaQle wurde dann grundl ich mlt Puffer II gespult; 
anschlieBend 1st das adsorblerte Protein mlt 
etwa 600 ml 3 M Kal iumrhodan id-Losung von der Sau- 
le eluiert worden. Die PP ^ ^-hal t igen Eluate wurden 
gegen Pufferlosung II dialysiert und mit elnem Ul- 
traf ilter auf etwa 20 ml eingeengt. Ausbeute pro 
Adsorption ^/ 1 0 mg PPjj* Das Adsorbens in der 
Saule wurde unmittelbar nach der Elution von PP-jj 
wleder mit Pufferlosung II neutral i si ert und 
grundl ich gewaschen; es i st dann erneut zur immun- 
adsorptiven Bindung von PP 1X eingesetzt worden.. 



E) Hochre In igung von PP 



Das durch Immunadsorpt ion gewonnene Protein war hau- 
flg durch unspezifisch gebundene Serumprote i ne und 
andere PI azenta-Gewebsprote ine verunre in Igt . Die Ab~ 
trennung der Hauptmenge der Serum-Beg l e i tprote i ne 
gelang durch Gel f i 1 trat ion an Sephadex G-1Q0. Die 
restl ichen Beg 1 e 1 tprote ine wurden dann durch inverse 
oder negative Immunadsorpt Ion, das helBt mit Hilfe von 
tragergebundenen Antikorpern gegen die noch als Ver- 
unreinigung vorliegenden Proteine (HPL, PP 12 ^ PP ifc 
und Serumprote ine) entfernt. 
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15 



20 
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Pat en tans p ruche 

1. Protein PPjj, gekennze ichnet durch 

a) elne el ektrophoret ische Beweg 1 i chke i t im Berelch 
von Albumin, 

b) einen i soel ekt r i schen Punkt von 4,75 + 0,15, 

c) einen Sed imentat lonskoef f i z i enten von 

20,w 

3,1 + 0,15 S, 

d) ein in der Ul trazentr i f uge bestimmtes Molekular- 
gewicht von 30 000 + 5 000, 

e) ein im Natr iumdodecy 1 sul f at (SDS)-hal t i gen Poly- 
acrylamidgel bestimmtes Mol ekul argewicht von 29 000 
+ 3 000, 

1 % 

f) einen Ext i nkt ionskoeff i z i enten E« 0 (280 nm) von 

l cm 

9,8 + 0,3 und 

g) einen Kohl enhydratant e i 1 von < \% (0,1 + 0,05% Mannose, 
0,2 + 0,U' Galactose, 0,1 + 0,053 Xylose, 0,2 + 0, \% 
Glucosamin, Neurami nsaure nicht nachgewi esen) . 

2. Yerfahren zur Gewinnung des Proteins nach Anspruch 1, 
dadurch gekennze i chnet, daB ein Extrakt aus menschl I- 
chen Plazenten, der ein Protein mit den im Anspruch 1 
angegebenen Parametern enthalt, einer geeigneten Kom- 
bination von mehreren zur Isolierung von Proteinen be- 
kannten Verf ahrensmaBnahmen unterworfen wird, wobel 
jewel Is das Material gewonnen wird, welches das Pro- 
tein mit den angegebenen E i genschaf ten enthalt, und das 
Protein gewonnen wird. 

3. Verfahren zur Anreicherung des Protein nach Anspruch 
1, dadurch gekennze i chnet , daB ein Extrakt aus mensch- 
lichen Plazenten mindestens einer der folgenden MaB- 
nahmen unterworfen wird und die an PPjj angere icherte 
Fraktion gewonnen wird: 
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1) Fallung mit Ammoniumsulf at im pH-Bereich von 
5 bis. 8 una bei 30 - 50 % Sattigung; 

2) Fallung mit einer wasserloslichen Acridinbase bei 
einem pH-V?ert zwischen 4 und 9 und einer Konzen- 

5 tration der Base von 0,2 - 0,8 g/100 ml; 

3) Elektrophoretische Auftrennung bei pH 8,0 und 
Gewinnung der Fraktion mit einer Bev/eglichkeit 
von Albumin; 

10 4) Isoelektrische Fokussierung im pH-Bereich von 
4,6 bis 4,9; 

5} Gelf iltration zur Gewinnung von .Proteinen mit 
Molekulargewichten von 10 000 bis 40 000; 

6) Adsorption an einen schwach basischen lonenaus- 
15 tauscher und Elution des Proteins; 

7} Immunadsorption. 

4. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 zur Hcr~ 
stellung spezifischer Antikorper gegen dieses Pro- 

20 tein. 

5. Verv/endung des Proteins nach Anspruch 1 in immun- 
chemischen " " Methoden zum Nachweis und zur Bestim- 
mung dieses Proteins. 
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